UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO

INS'I:ITUTO DE CIENCIAS DE LA SALUD
AREA ACADEMICA DE NUTRICION

Capacidad Antioxidante y Efecto Antimicrobiano

en Extractos de Frutas y Verduras.

TESIS

Que para obtener el titulo de
Licenciada en Nutricion
PRESENTA

P.L.N. Méndez Veladzquez Elsa Nallely

Bajo la Direccion de:

Dr. Luis Delgado Olivares
Area Académica de Nutricion

UAEH-ICSa.

Pachuca, Hgo., Agosto 2014



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO

INSTITUTO DE CIENCIAS DE LA SALUD
AREA ACADEMICA DE NUTRICION

@
Z - >
Ay 1°

De acuerdo con el articulo 134 del Reglamento de Control Escolar vigente, el jurado de
examen recepcional designado, autoriza para su impresion la Tesis titulada

“Capacidad Antioxidante y Efecto Antimicrobiano en Extractos de Frutas y
Verduras.”

Que para obtener el Titulo de Licenciado de Nutricion sustenta el Pasante

C. Elsa Nallely Méndez Velazquez.

ATENTAMENTE
Pachuca, Hidalgo, 28 de Agosto del 2014

“Amor, Orden y Progreso”

PRESIDENTE DR. ERNESTO ALANIS GARCIA % x

SECRETARIO DR. JOSE ALBERTO ARIZA ORTEGA 59, //}

PRIMER VOCAL DRA. NELLY DEL SOCORRO CRUZ CANSINO cy

SEGUNDO VOCAL DRA. ESTHER RAMIREZ MORENO

TERCER VOCAL DR. LUIS DELGADO OLIVARES

PRIMER SUPLENTE  DR. JOSE DE JESUS MANRIQUEZ TORRES - ( . T
j J&s@\ fam/’md ;

SEGUNDO SUPLENTE M- EN C. TEODORO SUAREZ DIEGUEZ . /c""'-/ // 7

R .

ExHacienda la Concepcion s/n., Pachuca, Hgo. C.P. 42160 Tel. 01 771 71 720-00 ext. 5114 Fax: 01 771 71 720-00 ext. 5114



INDICE

QYo ITer=Ne [ T U = T \Y
INDICE 08 TADIAS .....ceeeveeeeeeeeeeee ettt e et e et e eeeeeeens \Y;
E N o1 (2 Y E= L0 = E PP Vi
RESUIMEN ... et e et et e e e e e e e e e e e eaa s 1
SUIMIMEBITY ..ttt oottt e e e ettt e e e e e et e et e e e a e e e e e e e e e nnnnna s 2
Y= T oo I8 (=0 ] o o JR 3
1.1 Beneficios del consumo de frutas y verduras..............cceevvveviviiiiiieeeeeeeennnns 3
1.2 Propiedades antioxidantes de frutas y verduras ...........ccccceeeeeeeeeeeeeeeeeee, 4
1.2.1 AQUABCALE.......uiiieeeeeeeetttee ettt e ettt e e e e e e e e e e e e e e ennne 5
1.2.2 Calabaza.......ccoooeeeeeeeeeee e 6
2R IV =T (o (0] F= To T- OSSP 7
1.2.4 Guayaba ... 7
1.2.5 PAPAYA. ...ceteiiiiee ettt ennne 8
1.2.6 IMANZANA ....cceeineeeeei ettt e e e e e e e e e e e aee 9
A V[ - B PPPPTSOPPPTTPPPI 9

1.3 Antioxidantes como mecanismo de defensa...........cccceeeeeeee 10
1.3.1 Tipos de antioXidaNtES .........cooeeiiiieeeeeee e 12

1.4 EStrés OXIAAtIVO ...ccceeeee e 13
1.4.1 Radicales libres (RL) y especies reactivas de oxigeno (ERO).............. 13
1.4.2 Causas, mecanismo de accion y tipos de estrés oxidativo ................... 14

1.5 Antioxidantes con capacidad antimicrobiana ..............cccccevvvviiiiiiii e, 15
1.5.1 Escherichia coli y su relacion con los alimentos ..............ccceeiveeeeeeeennns 16
1.5.2 Staphylococcus aureus y su relacion con los alimentos........................ 17
1.5.3 Aspergillus niger y su relacion con los alimentos...........cccccceeeeeeeeieeennn, 18

1.6 Mecanismo de accion de compuestos antioxidantes como antimicrobianos19



2 Problema de investigacion ... 20

S JUSHIFICACION ...t e e e e e e e e 21
@ ] o] =110 SO 22
@ o] [ 1AV o I L= U= - | R 22
4.2 ODbjetivos ESPECITICOS .......cc.uuiiiiiiiiie i 22

D HIPOTESIS. ..t a e e 22
L1 = (oo (o] (oo | - VPSS 23
6.1 Preparacion de las muestras de estudio ............ccceevvvveiiiiiiiieeeeeeeeiiiin, 24
6.2 Extraccién de compuestos AntioXidantes..........cccccvvveveeieeeeiieieeeeeeeieeeeee, 25
6.3 Compuestos antioXIdANTES ..........ccoviiiiiiiiiiiiiii e 26
6.3.1 Contenido de compuestos fenolicos totales............ccoevvvviviiiiiieeeeeeeennn, 26
6.3.2 Determinacion de acido asCOIbICO..........ccoeeeriiiiiiiiiiiiieee e 26

6.4  Actividad antioXidante ... 27
6.4.1 Actividad antioxidante mediante ABTS ™ ..., 27
6.4.2 Actividad antirradical por el método DPPH".............cccovviiiiiiiiieceeee, 27
6.4.3 Actividad qQUEIANTE..........ccoeeeiiieece e 28

6.5 Actividad AntimiCrobiana...........cccccviiiiiiiiiii 28
6.5.1 Extraccion de compuestos Antimicrobianos ..........ccccccvvvvvvviiviiiiieeennn. 28
6.5.2 Cepas Bacterianas y medios de CUltiVO ...........ccoooeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 29
6.5.3 Determinacion de actividad antimicrobiana ............cccccceeeiiiiiiiiiiieeenenn. 29

6.6 ANAlISIS €StAdISHICO. ... 31

7 ResUltados Y iSCUSION.......ccooeiiieeeeeeeeeeeeee e 32
7.1 Contenido de compuestos fendlicos totales (CFT).......cooovvvveieiieieiiieieniinnnnn. 32
7.2 Concentracion de &Cido aSCOIDICO .........ceiiieiiiiiiiiiiiiiiee e 35
7.3 Actividad antioxidante por método ABTS ™ .......uiiiiiiiiiiiiie e, 37
7.4 Actividad antioxidante por método DPPH" .........cccccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 39



7.5 Actividad quelante
7.6 Actividad antimicrobiana

8 Conclusiones

9 Referencias



indice de Figuras

Figura 1.- Estructuras quimicas de compuestos antioxidantes........................... 4
Figura 2.- Aguacate (Persea americana var hass)...............cccovviiiiiiiiiiiiiiinen. 6
Figura 3.- Calabaza italiana (Cucurbita pepo L.).......coooiiiiiiiiiee 6
Figura 4.- Verdolaga (Portulaca oleracea).............coovuviiiiiiiiiiiiiiiiieeee 7
Figura 5.- Guayaba (PSidium QUAJAVA).........coevureneiriiiir i 8
Figura 6.- Papaya (Carica papaya var maradol) ..............cccooviiiiiiiiiiiiiieeeenen, 8
Figura 7.- Manzana (Pyrus malus var red deliCiousS)............ccoiiiiiiiiiniiiiiieee, 9
Figura 8.- Tuna verde y purpura (Opuntia ficus-indica)............c.ccccoiiiiiiiennen... 10
Figura 9.- Interaccion de radicales libres con antioxidante.............................. 11
Figura 10.- Daflos causados por estrés oxidativo.............c.ooieiiiiiiiiniiininane. 14
Figura 11.- EScherichia Coli....... ..o 17
Figura 12.- StaphylOCOCCUS AUIBUS.........uiii it 18
Figura 13.- AsSpergillus NIger.. ..o 19
Figura 14.- Disefio MetodolOgiCO. ... ...uiuie e 24

Figura 15.- Contenido de compuestos fendlicos totales en frutas y verduras de

CONSUMO COMUN . .« et ettt e e e e e e e e e e e e, 33

Figura 16.- Contenido de Acido ascorbico en frutas y verduras de consumo

Figura 17.- Actividad antioxidante por método ABTS™ en frutas y verduras de

CONSUMO COMUN . .« ettt e e e e e e e e e e e e e 37

Figura 18.- Actividad antioxidante por método DPPH" en frutas y verduras de

CONSUIMO COMUN .« ettt et et e ettt et ettt ettt e e e 40



indice de Tablas

Tabla 1.- Antioxidantes y sus fuentes alimentarias............cccocveeiiiiiiniiinnennen.. 4

Tabla 2.- Nombre comun y cientificos de las frutas y vegetales empleados en el
L2251 (1 [ [ o PP 25

Tabla 3.- Comparacion de los valores obtenidos de compuestos fendlicos totales

con otros estudios PUBbliCAdOS. .........o i 34

Tabla 4.- Comparacion de los valores obtenidos de acido ascérbico con otros

estudios PUBIICAdOS. ... ... 36

Tabla 5.- Comparacion de los valores obtenidos de actividad antioxidante por

método ABTS"™ con otros estudios publicados.............cccoeeeveeenieiieeiiieeei, 38

Tabla 6.- Comparacion de los valores obtenidos de actividad antioxidante por

método DPPH' con otros estudios publicados. ... 41

Tabla 7.- Analisis del efecto antimicrobiano presente en los extractos
1YL ] €= 1= PP 44



Abreviaturas

AA: Acido ascorbico

ABTS™: (2,2'-azinobis [3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico)
ADN: Acido Desoxirribonucleico

bs: Base seca

bh: Base humeda

CFT: Compuestos fendlicos totales

Cu*?; lon catalitico de Cobre

DCPI (2,6-diclorofenolindofenol)

DPPH: 1,1-Difenil-2-Picrilhidracil

EAA: Equivalentes de acido ascorbico

EAG: Equivalentes de acido galico

ECNT: Enfermedades cronicas no transmisibles
ERN: Especies reactivas de nitrégeno

ERO: Especies reactivas de oxigeno

ET: Equivalentes de trolox

Fe*2: lon catalitico de Hierro

FRAP: Actividad reductora del hierro férrico
HO-: Radical hidroxilo

H20:2: Peroxido de hidrégeno

LB: Luria-Bertani

Na?*: Cation sodio

ORAC: Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno
O2: Oxigeno molecular

PDA: Papa dextrosa agar

\



pH: Potencial de hidrégeno
RL: Radicales libres

UV: Ultra violeta

Abreviaturas de acuerdo a IUPAC 1991.

mm: Milimetro

pmol: Micro mol

h: Horas

pl: Microlitro

nm: Nanémetro

mbar: Milibar

mg: Miligramos

g: Gramos

ml: Mililitros

v/v: Volumen-volumen
rpm: Revoluciones por minuto
min: Minutos

°C: Grados Celsius

VI



Resumen

Por su contenido de compuestos antioxidantes, se ha vinculado el consumo de
frutas y verduras con un menor riesgo de desarrollar enfermedades cronicas no
transmisibles. Sin embargo, aunque se han realizado diversos estudios no se
cuenta con la informacién suficiente sobre el contenido de antioxidantes en frutas
y verduras endémicas de nuestro pais. Por lo anterior, en el presente trabajo se
evaluo el contenido total de compuestos fendlicos, acido ascoérbico, capacidad
antioxidante (por los métodos de ABTS** y DPPH?*) y el efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de algunos microorganismos en extractos de aguacate, calabaza,
verdolaga, guayaba, manzana, papaya, tuna verde y purpura.

Se observé un alto contenido de compuestos fendlicos en guayaba y verdolaga
(631.43 y 362.5 mg EAG/100 g bh, respectivamente), mientras que solo la
guayaba presentd el mayor contenido de acido ascorbico (102.63 mg EAA/100 g
bh). Por otro lado, el aguacate, la guayaba y la tuna pdrpura mostraron alta
capacidad antioxidante, determinada por el método ABTS™ (5,967; 3,325y 2,987
pmol ET/100 g bh respectivamente) a diferencia de lo obtenido mediante el
ensayo de DPPH* en el cual Unicamente sobresalié la guayaba con un contenido
de 5,294 umol ET/100 g bh. En cuanto a la actividad antimicrobiana, los extractos
de tuna verde, tuna parpura y papaya, presentaron Unicamente actividad frente a
Escherichia coli (MC4100), mientras que la guayaba, la papaya y la manzana,
sobre Staphilococcus aureus (ATCC1654) y ninguno de los vegetales analizados

mostro actividad antifingica sobre Aspergillus niger (ATCC 6275).

Palabras clave: Actividad antimicrobiana, compuestos antioxidantes, estrés

oxidativo, frutas, radicales libres y verduras.



Summary

By its content of antioxidant compounds, has linked the consumption of fruits and
vegetables with reduced risk of developing chronic noncommunicable diseases.
However, although there have been several studies do not have sufficient
information on the content of antioxidants in fruits and vegetables endemic in our
country. Therefore, in this study was evaluated the total content of phenolic
compounds, ascorbic acid, antioxidant capacity (by the methods of ABTS** and
DPPH?*) and the inhibitory effect on the growth of some microorganisms, extracts
of avocado, pumpkin purslane guava, apple, papaya, green and purple cactus
pear.

Was observed a high content of phenolic compounds in guava and purslane
(631.43 and 362.5 mg AEG / g wb 100, respectively), whereas only guava had the
highest ascorbic acid content (102.63 mg EAA / 100 g wb). On the other hand,
avocado, guava and purple cactus pear showed high antioxidant capacity,
determined by the ABTS * method (5,967, 3,325 and 2,987 umol ET / g wb 100
respectively) unlike what obtained by testing only DPPH® assay in which only
excelled guava containing 5.294 mol ET / g wb 100. Regarding antimicrobial
activity showed that extracts of green cactus pear, purple cactus pear and papaya
only had activity against Escherichia coli (MC4100) while guava, papaya and
apple, of Staphylococcus aerus (ATCC1654) and none of the plants analyzed
showed antifungal activity against Aspergillus niger (ATCC 6275).

Keywords: Antimicrobial activity, antioxidant compounds, Oxidative stress, fruit,

free radicals and vegetables.



1 Marco teérico

1.1 Beneficios del consumo de frutas y verduras

En los dltimos afios se ha vinculado el consumo de frutas y verduras con la
disminucion del riesgo de desarrollar diferentes enfermedades, generando una
tendencia mundial hacia un mayor consumo de alimentos de origen vegetal,
motivado fundamentalmente por una creciente preocupacion por una dieta
saludable y méas equilibrada, en donde tenga una mayor participacion la fibra
dietética, vitaminas y minerales, lo cual se fundamenta en las necesidades de la
vida moderna (Rodriguez, 2011).

Si bien, el consumo de frutas y verduras ayuda a evitar problemas de sobrepeso y
obesidad, el mayor beneficio de este tipo de alimentos se debe a la prevencion de
enfermedades cronico no transmisibles (ECNT). Jacoby y Keller (2006),
mencionan que con su consumo regular se podria alcanzar una disminucién del
35% de todos los tipos de cancer, mas especificamente tal reduccion seria de
20% para los cancer de la boca, eséfago, pulmones, cérvix y vejiga; y de 50%
para los de pancreas, vesicula, mama y utero; ademas, el mayor consumo de
fibora presente en frutas y verduras y la presencia de ciertos fitoquimicos
(terpenos, fenoles, tioles y lignanos) que contribuyen a disminuir hasta en 31% el
riesgo de cardiopatias isquémicas. Este efecto benéfico puede deberse a que los
alimentos (Tabla 1) poseen una variedad de compuestos antioxidantes como
antocianos, flavonoides, carotenoides, acido ascorbico entre otros que pueden ser
inocuos para la salud y que ademas, actian a bajas concentraciones (Gavira et
al., 2009).

Tabla 1.- Antioxidantes y sus fuentes alimentarias

ANTIOXIDANTES FUENTES

Papas frescas, pimentén, aguacate, apio, repollo, frutas, aceites

Tocoferoles vegetales y de semillas, germen de trigo y de maiz, almendras,

avellanas, girasol, frijol de soya, nuez, mani, pollo, pescado.




Limén, lima, naranja, guayaba, mango, kiwi, fresa, papaya, mora,
Acido ascérbico pifia, tomate, col, coliflor, brécoli, pimenton, verduras de hojas
verdes como espinacas, perejil, hojas de rabano y lechuga.

Verduras y frutas amarillas, anaranjadas y rojas, como las

: zanahorias, jitomates, naranjas, papaya y sandia, verduras verde
Carotenoides J jas, papaya y

oscuro como, brocoli, calabaza, pimientos y espinacas.

Cerezas, ciruelas, fresas, kiwi, manzana, melocotén, naranja,
Compuestos . i
Eendlicos pera, pifia, platano y uva

Fuente: Avello y Suwalsky, 2006; Henufood, 2013.

1.2 Propiedades antioxidantes de frutas y verduras

Las frutas y verduras, contienen niveles significativos de compuestos
biologicamente activos que son beneficiosos a la salud mas alla de las
propiedades nutricionales, ya que contienen una gran variedad de fitoquimicos
con propiedades antioxidantes, entre los que destacan la vitamina C, tocoferoles,
fenoles y carotenoides como el licopeno y beta-caroteno, ademas existen otros
compuestos como los flavonoides incluyendo flavonas, isoflavonas, flavononas,
antocianinas y catequinas. Algunas de estas estructuras se muestran en la figura
1 cuyas caracteristicas en comun es que poseen en su estructura un anillo
aromatico que lleva al menos un sustituyente hidroxilo (Szeto et al., 2002;
Gutiérrez, 2007; Barbosa et al., 2008).

EETA:-CAROTEND

Figura 1.- Estructuras quimicas de compuestos antioxidantes.



Los nutrientes contenidos en los alimentos se encuentran repartidos de forma
desigual por lo que desempeifian funciones diferentes segun su naturaleza, siendo
los antioxidantes uno de los componentes principales para proteger al organismo,
por lo cual es importante la prevencion de algunas deficiencias de micronutrientes
y en especial de enfermedades cronicas no transmisibles mediante un alto
consumo de frutas y verduras (Jacoby y Keller, 2006, Gutiérrez et al., 2007).

Dado el importante papel que presentan los antioxidantes en la salud, se ha
determinado su actividad antioxidante total contenida en una amplia gama de
alimentos, siendo los vegetales quienes presentan un mayor contenido de estos,
con lo cual, se ha podido dar una aproximacion mas real del efecto potencial que
podria ejercer in vivo un alimento rico en sustancias antioxidantes (Liu, 2003).
Entre las verduras y frutas analizadas en estos estudios destacan las bayas,
jamaica, guayaba, manzana, papaya, calabacita, betabel, aguacate, verdolaga,
yerbabuena y tuna (Ismail et al., 2004; Gutiérrez et al., 2007; Carlsen et al., 2010;

Cruz et al., 2013; Zafra et al., 2013). Dentro de las cuales destacan:

1.2.1 Aguacate

El aguacate (Figura 2) proviene de un arbol que se origind en una amplia area
geografica que abarca desde la planicie central de México hasta la costa de la
América Central. Su consumo es ampliamente recomendado porque aporta
numerosos beneficios a la salud, su pulpa es una fuente rica en vitaminas y
minerales, ademas contiene una alta concentracion de folatos, potasio y fibra, asi
como acidos grasos monoinsaturados. El aguacate fresco contiene los niveles
mas altos de [3-sitosterol entre los vegetales que se consumen crudos, lo cual
clinicamente ha demostrado reduccion en el nivel sanguineo de colesterol de baja
densidad, al bloquear su absorcién en el intestino, todo ello hace del aguacate un
fruto altamente cotizado para ser incluido en el consumo normal de la dieta, para

consumo en fresco (Garcia y Castro, 2008).



Figura 2.- Aguacate (Persea americana var hass).

1.2.2 Calabaza

La calabaza pertenece al género cucurbita (Figura 3), es uno de los vegetales de
mayor importancia en México quien es uno de los principales productores de ésta
verdura (Cucurbita pepo L.) a nivel mundial. Fisiologicamente este fruto presenta
un comportamiento no climatérico, su valor nutricional mas importante se
encuentra principalmente en sus semillas, cuyo consumo presenta una importante
aportacion de proteinas y aceites, mientras que las flores y frutos maduros
contiene nutrientes como el calcio, el fésforo, tiamina, riboflavina, niacina y acido

ascorbico, se puede consumir tanto cruda como cocida (E-journal. UNAM, 2014).

Figura 3.- Calabaza italiana (Cucurbita pepo L.).



1.2.3 Verdolaga

Su nombre cientifico es Portulaca oleracea ( Figura 4) es un planta herbacea con
pequefias flores amarillas, un tallo con tonalidad entre rojo y purpura que puede
llegar a crecer hasta 40 centimetros, contiene componentes diversos con gran
importancia nutricional entre los que se encuentran, acido ascorbico, acidos
grasos poliinsaturados (omega 3), compuestos antioxidantes entre otros (Fayong,
2009).

Figura 4.- Verdolaga (Portulaca oleracea).

1.2.4 Guayaba

La guayaba se considera originaria de América, posiblemente de algun lugar de
Centroamérica, el Caribe, Brasil o Colombia. Es una especie que se encuentra
practicamente en todas las areas tropicales y subtropicales del mundo, se adapta
a distintas condiciones climaticas. Este fruto tiene un diametro longitudinal entre 4
a 6 cm, con un peso entre 55 a 95 g/fruta, los hay redondeados y ovalados en
forma de pera dependiendo de la variedad, de la misma manera el color de la
pulpa y la cascara (Figura 5). La madurez se observa en la cascara cuando
alcanzan un color verde amarillento o amarillo rosado. De la guayaba sobresalen
sus agradables caracteristicas sensoriales y sus caracteristicas nutricionales,
destacan sus propiedades digestivas (alto coeficiente de digestibilidad y elevado
contenido de fibra (49% base seca) por lo que posee un suave efecto laxante. Se

destacan su alto contenido de vitamina C, su aporte de compuestos fendlicos y su



actividad antioxidante, es una fruta rica en proteina, grasa, fibra y potasio
(Restrepo et al., 2009; FAO, 2013)

Figura 5.- Guayaba (Psidium guajava).

1.2.5 Papaya

Se considera que es originaria del sur de México y Centroamérica, puede medir
de entre 10 a 25 cm o mas de largo y 7 a 15 cm o mas de diametro, y oscila entre
400 gramos y 6 kilos, dependiendo de la variedad (Figura 6). La pulpa de una
papaya madura es de color amarillo, rojo anaranjado o rosado lo que delata su
alto contenido de beta carotenos y su consistencia es cremosa pero firme, carente
de fibras, es dulce y refrescante. Contiene nutrientes como, vitamina A, vitamina
C, complejo B, potasio, magnesio, fibra, acido félico y pequefias cantidades de
calcio y hierro. Contiene entre un 7 y un 9% de azucares totales, y se consume
principalmente como fruta fresca, en postre, licuado o ensalada. Su consumo es
ideal para aliviar el estrefiimiento debido a que su contenido de fibra le confiere

propiedades laxantes (Propapaya, 2009).

Figura 6.- Papaya (Carica papaya var maradol)



1.2.6 Manzana

Su pulpa es de consistencia y cualidades organolépticas variables (desde acido
hasta muy dulce), contiene de 5 a 10 semillas. Desde el punto de vista nutritivo la
manzana es una de las frutas mas completas y enriquecedoras en la dieta y su
consumo habitual es en fresco (Figura 7), reportando grandes beneficios para la
salud. Un 84% de su composicidén es agua y el 14% restante esta constituido por
glicidos, siendo la mayor parte fructuosa y en menor proporcion glucosa y
sacarosa, es fuente discreta de vitamina E, ademas de una escasa cantidad de
vitaminas Ay C. Es rica en fibra y entre su contenido mineral sobresale el potasio.
Las propiedades dietéticas que se le atribuyen se deben a los elementos
fitoquimicos que contiene, entre ellos flavonoides, compuestos fendlicos y

quercitina con propiedades antioxidantes (Dolz, 2008)

Figura 7.- Manzana (Pyrus malus var red delicious).

1.2.7 Tuna

La tuna es el fruto del nopal, el cual pertenece a la familia de las Cactaceas, crece
en regiones aridas y semiaridas siendo México el principal productor. Es un fruto
de forma oval con un gran namero de semillas y una corteza semi-duro con
espinas (Figura 8), que se pueden agrupar por colores de frutas: rojo, purpura,
amarillo-naranja y blanco, esta fruta es una buena fuente de de compuestos
bioactivos entre los que destacan la fibra dietética, pigmentos de diversos colores

como las betalainas compuestos fendlicos, vitaminas y acidos grasos



poliinsaturados, también minerales, como calcio y potasio y algunas vitaminas,

como la vitamina C (Sumaya et al.,2011; Vergara, 2013).

Figura 8.- Tuna verde y parpura (Opuntia ficus-indica).

1.3 Antioxidantes como mecanismo de defensa

Se define a los antioxidantes como aquellas moléculas o sustancias que se
encuentran presentes en pequefias concentraciones, comparadas con las de un
sustrato oxidable, que tienen la capacidad de disminuir o evitar la oxidacion del
mismo, cediendo un electron a los radicales libres para convertirlos en moléculas
estables (Figura 9). Como una parte del metabolismo celular que se realiza en las
mitocondrias, existe una produccién basal de radicales libres (RL) y especies
reactivas de oxigeno (ERO) o nitrégeno (ERN), algunos de los cuales son o dan
origen a atomos o moléculas, que contienen en su ultimo orbital un electron
desapareado, por lo cual, tienden a captar un electron de moléculas cercanas.
Las cuales se convierten a su vez en RL, razén por la que son altamente téxicos
para el organismo, sin embargo en condiciones normales el efecto dafino es
neutralizado por los antioxidantes (Alonso et al., 2001; Jiménez et al., 2011;
Eroski Consumer, 2013).
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Figura 9.- Interaccion de radicales libres con antioxidantes.

Tales sustancias pueden tener accion directa, por medio de la neutralizacion de
los RL y de las especies reactivas no radicales, o indirecta, a través de sistemas
enzimaticos con capacidad para su neutralizacién, cuyas propiedades fisicas mas
importantes incluyen: insolubilidad en agua, unidon con superficies hidrofébicas,
absorcion luminica, atenuacion del nivel energético (“quenching”) de los singletes
de oxigeno, blogueo de las reacciones mediadas por RL y ser facilmente
isomerizables (Alonso et al., 2001; Rodriguez, 2011). Ademas, los antioxidantes
no se convierten en RL por donacién de electrones, ya que son estables en

cualquiera de sus formas (Kaur y Kapoor, 2001).
Los mecanismos de accion de los antioxidantes son:

1. Enzimatico, sistema integrado por la superéxido dismutasa, la glutation
reductasa, la glutation peroxidasa y la catalasa, las cuales detienen la
propagacion y aumento de RL, evitando una reaccion catalitica en cadena al
cubrir o detener la reactividad de los primeros RL que se forman (Garcia,
2005; Eroski Consumer, 2013).
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2. No enziméticos, entre los que se encuentra los proteicos y no proteicos
(Dorado et al., 2003; Jiménez et al., 2011).
a) Proteinas que minimizan la actividad pro-oxidante al contener un metal de
transicion, tales como ceruloplasmina y hemina.
b) Chaperonas moleculares (proteinas de choque térmico), las cuales
protegen y reparan las proteinas que han sufrido un dafio por los RL.
c) No proteicos, entre los que se encuentran el sistema del glutation
oxidado/reducido, la bilirrubina y la vitamina E, que son metabolitos de bajo

peso molecular que actian como estabilizadores o secuestradores de RL.

1.3.1 Tipos de antioxidantes

Los antioxidantes se pueden clasificar conforme a su origen en endbégenos
(sintetizados por el organismo) y exdégenos (provenientes de fuentes externas
como frutas y verduras). Asimismo se pueden dividir por su mecanismo para
inhibir o retardar la oxidacion en: antioxidantes primarios que captan los RL y en
antioxidantes secundarios que no se encuentran relacionados con la captacion de
estos (Uttara et al., 2009).

Los antioxidantes primarios, se destruyen durante el periodo de induccién,
mientras que los antioxidantes secundarios operan a través de cierto niamero de
mecanismos, incluyendo su union a metales pesados, captacion del oxigeno,
conversion de hidroperoxidos a especies no radicales, absorcion de radiacion UV
o desactivacion del oxigeno (Zapata et al., 2007).

Estas propiedades permiten que los antioxidantes tengan un efecto benéfico a la
salud, evitando la oxidacién de macromoléculas, por lo que puede provocar
alteraciones fisioldgicas, facilitando el uso del oxigeno por parte de las
mitocondrias y la formacién de complejos que mitigan las reacciones productoras
de RL y ERO. Por otro lado, si los niveles de antioxidantes son deficientes se da
una sobreproduccion de radicales y especies reactivas, lo que puede llevar a un

estado cronico de estrés oxidativo en el organismo (Zamora, 2007).
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1.4 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo, se define como un proceso biolégico que tiene origen a partir
del desbalance entre la produccion de pro-oxidantes (RL y ERO) generados
durante los procesos metabdlicos y los antioxidantes presentes en el organismo,
lo cual provoca que disminuyan su eficiencia para inhibir los efectos dafiinos de
los primeros (Jiménez et al., 2011).

1.4.1 Radicales libres (RL) y especies reactivas de oxigeno (ERO)

Las especies reactivas son agentes oxidantes radicales y no radicales que
transforman facilmente en RL a las moléculas que se encuentran cerca de éstos,
lo que les confiere la caracteristica de ser compuestos muy dafiinos para las
células (Dorado et al., 2003; Avello y Suwalsky, 2006).

En condiciones normales, las células metabolizan la mayor parte del Oz mediante
la formacién de agua sin la produccién de intermediarios toxicos, mientras que un
pequefio porcentaje (en torno al 5%), forman tres intermediarios altamente
toxicos, dos de los cuales son literalmente RL (el anién superédxido [O2] vy el
radical hidroxilo [HO-]), el tercero es el peréxido de hidrogeno (H202), quien
aunqgue no es un radical, tiene un potencial altamente téxico al dar origen al HO-.
En situaciones en las que existe una mayor actividad metabdlica (etapas del
crecimiento, desarrollo activo o procesos inflamatorios), ocurre una mayor
demanda tisular de oxigeno y parte de éste es metabolizado, generandose un alto
namero de sustancias oxidantes (Avello y Suwalsky, 2006).

La segunda gran fuente enddégena de las ERO, esta constituida por el
metabolismo de las células del sistema inmunitario tales como los
polimorfonucleares, los monocitos sensibilizados, los macrofagos y los eosindfilos,
las cuales para que puedan cumplir su funcion, estan dotadas de diversas
proteinas, asi como de vias metabdlicas que generan a las ERO, cuyo ultimo fin
es lesionar y destruir elementos extrafios. En condiciones normales, estas
especies son producidas y utilizadas en compartimentos celulares como los

lisosomas que, en el interior de los fagocitos, no producen dafio a las células
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siempre y cuando los mecanismos antioxidantes de éstas funcionen
adecuadamente (Avello y Suwalsky, 2006).

Sin embargo, no todas las especies oxidantes tienen un origen endogeno; la
existencia de factores exdgenos, como la radiacion solar, toxinas fungicas,
pesticidas o xenobidticos, alimentos procesados o con alto contenido de grasas, 0
fritos y asados, asi como el consumo excesivo de alcohol pueden incrementar su
nivel intracelular originado un estado de estrés oxidativo (Avello y Suwalsky, 2006;
Delgado et al., 2010).

1.4.2 Causas, mecanismo de accion y tipos de estrés oxidativo

El cuerpo humano tiene la capacidad de mantener un balance de 6xido-reduccion
constante, mediante el sistema de defensa antioxidante enddgeno, alteraciones
en este sistemas pueden llevar a la produccion de estrés oxidativo, debido a la
acumulacion de pro-oxidantes, produciendo alteraciones de las funciones
celulares (Figura 10), las cuales puede tener diversos grados de magnitud, por lo
que el dafio producido puede ser reversible o irreversible, dependiendo de
diversos factores como el tiempo que dure el estrés, la edad del organismo, el

estado nutricional y los factores genéticos (Dorado et al., 2003).
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Figura 10.- Dafios causados por estrés oxidativo.
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Por lo cual, el estrés oxidativo al dafiar a las macromoléculas celulares (proteinas,
lipidos y DNA) produce modificaciones estructurales que afectan su actividad y/o
estabilidad, se encuentra involucrado en la patogénesis y desarrollo de una
amplia gama de las enfermedades, entre las que se encuentran las de tipo
infeccioso, inmune, inflamatorio, degenerativas, ECNT y aquellas relacionadas
con la edad, entre las cuales se pueden mencionar, el Alzheimer, Parkinson,
lesion cerebral hipertensiva, distrofia muscular, esclerosis mdultiple, céancer,
catarogénesis, degeneracion de la retina, fibroplasia retrolental o retinopatia del
prematuro, enfermedades autoinmunes, artritis reumatoide, diabetes mellitus,
sindrome metabdlico, anomalias cardiovasculares, hipertensién, trastornos
nefrolégicos, enfisema pulmonar, infarto, anemia, hepatitis, pancreatitis,
envejecimiento, enfermedad de Werner (envejecimiento prematuro), la aparicion
de arrugas prematuras y la resequedad de la piel, disfuncién endotelial y
dermatitis entre otras (Piao et al., 2009; Delgado et al., 2010; Rodriguez, 2011).

Por lo descrito anteriormente, se tiene la hipétesis antioxidante de que la ingesta
dietética de sustancias antioxidantes, sobre todo de origen vegetal, puede evitar
la oxidacion de macromoléculas, en la etapa inicial de las enfermedades

relacionadas con el estrés oxidativo (Zamora, 2007).

1.5 Antioxidantes con capacidad antimicrobiana

Si bien los alimentos son la fuente de energia y nutrientes necesarios, a través del
tiempo el hombre ha encontrado en estos la solucion a diferentes problematicas,
empledndolos a nivel alimenticio, industrial y medicinal, convirtiéndolos de esta
manera, en materias primas de vital importancia para mantener el equilibrio en el
binomio de salud y enfermedad, debido a que las deficiencias sanitarias son la
principal causa de que éstos se contaminen por microorganismos y/o sus toxinas.
Actualmente, se conocen mas de 200 enfermedades transmitidas por los
alimentos (ETA), las cuales pueden provocar problemas de salud a largo plazo y
gue son responsables de la muerte de 1.8 millones de personas al afo. Las
condiciones inadecuadas de cultivo, preparacion y almacenamiento de los
alimentos, son algunas de las causas por las que los microorganismos llegan a

estos. Actualmente se conocen 14 bacterias patdgenas y 12 hongos filamentosos
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productores de toxinas, que son transmitidos a través de los alimentos entre los
que se encuentran Escherichia coli, Satphylococcus aureus y Aspergillus niger
(Ramirez et al., 2013).

Por otro lado, es bien conocido que existen productos naturales que ademas de
presentar actividad antioxidante, también poseen actividad antibacteriana y
antifingica, lo cual los hace mas atractivos para la industria alimentaria y
farmacéutica, ya que estos se pueden encontrar en plantas, hierbas, especias,
frutas y verduras que contienen una serie de compuestos con beneficios
medicinales y con eficaz actividad antimicrobiana (Bajpai et al., 2008).

La mayoria de los estudios sobre actividad antibacteriana y antifingica de
extractos de plantas se han centrado en los agentes patdgenos y hongos
transmitidos por los alimentos tales como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, y
Candida spp., Zygosaccharomyces spp., Fusarium spp., Aspergillus spp.,
Rhizopus spp., y Penicilium spp, (Ahmadi et al., 2010). Algunos de éstos se

describen a continuacion:

1.5.1 Escherichia coli y su relacién con los alimentos

E. coli es un bacilo gram negativo anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae, tribu Escherichia, es un microorganismo de forma bacilar,
casi siempre mévil, posee una estructura antigénica (Figura 11), se le considera
un microorganismo normal de flora intestinal que puede colonizar el intestino del
hombre pocas horas después del nacimiento. Sin embargo algunas cepas pueden
ser patdgenas las cuales pueden causar dafio produciendo diferentes cuadros
clinicos, como nauseas o vomito, célicos, diarrea hemorragica, cansancio, fiebre e
inclusive puede causar infecciones urinarias. La principal via de exposicion
pareciera ser el consumo de alimentos contaminados, debido a que éstos pueden
contaminarse de manera directa 0 por contaminacion cruzada durante el
crecimiento y cultivo (frutas y verduras), recoleccion (leche) o faenado (carne).
Adicionalmente se puede producir una contaminacion durante la manipulacién
postcosecha, transporte, elaboracion y manipulacion no higiénica de alimentos

durante su preparacion. Siendo los factores que contribuyen a la persistencia de
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la E. coli en los sistemas alimentarios un inadecuado control de los parametros de
procesamiento como la temperatura de coccién, valor del pH, actividad del agua y
almacenamiento a altas temperaturas que permiten el crecimiento de estas
bacterias (Pascual y Calderon, 2000; Rodriguez, 2002; FAO, 2013).

Figura 11.- Escherichia coli (Earth eats, 2014).

1.5.2 Staphylococcus aureus y su relacion con los alimentos

Es una especie bacteriana integrada por formas de coco, que se dividen en mas
de un plano caracterizandose por presentar una disposicion tipica en forma de
racimos de uvas, son anaerébicos, inmdviles, facultativos, gram positivos y crece
relativamente bien en condiciones de presion osmotica elevada y humedad
reducida (Figura 12). Produce varias toxinas que contribuyen a su patogenicidad
al aumentar su capacidad de invadir el cuerpo o dafar los tejidos, una de estas
toxinas es causante del sindrome del shock toxico, una infeccion grave
caracterizada por fiebre elevada y vomitos, ademas produce una enterotoxina que
al ser ingerida genera nauseas y vomito, siendo una de las causas mas comunes
de intoxicacion la contaminacion alimentaria transmitida por el humano y los
animales.

Staphylococcus aureus, es uno de los agentes etiolégico mas frecuente de las
ETAs, ya que su presencia esta asociada con la contaminacion introducida por los
manipuladores de alimentos, el incumplimiento de buenas préacticas de

manufactura o la utilizacibn de materia prima contaminada, produciendo una
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intoxicacién aguda debido a la presencia de una toxina muy resistente al calor
(Pascual y Calderon, 2000; Gerard et al., 2007; Jorda et al., 2012).

Figura 12.- Staphylococcus aureus (NMPDR, 2014).

1.5.3 Aspergillus niger y su relacién con los alimentos

Este es un hongo filamentoso (Figura 13), hialino y ubicuo que se encuentra en el
grupo de los aspergilos negros, el cual se clasifica dentro de la familia
moniliaceae, tiene cabezas conoidales de tonos negro a negro grisaceo, negro
café, negro purpura o negro carbon, son globosas, radiadas o divididas formando
columnas de cadenas de conidios irregulares o bien definidas (Saez et al., 2012).
Se encuentran suspendidos en el aire en forma de esporas, tienen la capacidad
de germinar cuando encuentran las condiciones adecuadas para su desarrollo,
suelen formar parte de la microbiota de los alimentos produciendo diversas
toxinas, se desarrollan por un inadecuado almacenamiento en cereales, frutas y
hortalizas (Ramirez et al., 2013). Es denominado como un "patdgeno oportunista”,
es decir, que suele afectar a pacientes con mecanismos de defensa
comprometidos actuando como un colonizador, causando enfermedades
alérgicas, infecciones locales o ser responsable de cuadros invasivos graves
(SEIMC, 2013).
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Figura 13.- Aspergillus niger (UNAM, 2014).

1.6 Mecanismo de accion de compuestos antioxidantes como

antimicrobianos

Las betalainas, el acido ascoérbico y los compuestos fendlicos presentes en
algunos vegetales, atacan las paredes y membranas celulares de los
microorganismos, afectando su permeabilidad y provocando la liberacion de
constituyentes intracelulares (por ejemplo, ribosa, Na?* y glutamato), ademas
interfieren con la funcion de la membrana (transporte de electrones, la absorcion
de nutrientes, proteinas y sintesis de acidos nucleicos), por lo tanto los
compuestos fenodlicos activos pueden tener varios objetivos invasivos, que
podrian conducir desde la accion bactericida (inhibicibn completa) o accién
bacteriostatica (inhibicion parcial del crecimiento microbiano) esto dependiendo
del tipo de microorganismo, el tiempo de accion, la fase de crecimiento de la
bacteria asi como de la concentracion de compuestos antimicrobianos utilizada
(Bajpai et al., 2008; Jiménez et al., 2011; Pabon et al., 2013).
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2 Problema de investigacion

De acuerdo a las evidencias presentadas se puede afirmar que el binomio de
compuestos antioxidantes y pro-oxidantes, juegan un papel central en el
funcionamiento normal de los mecanismos de regulacidén, que permiten conservar
un adecuado estado fisiolégico y de salud de nuestras células. Por lo que, el
consumo de frutas y verduras con un alto contenido de compuestos antioxidantes
se ha asociado con una reduccion y prevencion de enfermedades del tipo
infeccioso, inmune, inflamatorio, degenerativas y cronicas, todas ellas
relacionadas con el estrés oxidativo inducido por la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) en el cuerpo humano (Triantisa et al., 2005).

Los antioxidantes pueden también presentar actividad antimicrobiana (por ejemplo
los polifenoles que son componentes abundantes en especies vegetales), la cual
puede proteger al organismo contra los dafios causados por los procesos
patogénicos asociados a bacterias y parasitos que dafian al organismo
constituyendo asi un mecanismo de defensa frente a estos agresores (Ramirez et
al., 2006; Benitez et al., 2010).

Sin embargo, pocos estudios se han realizado sobre la actividad antioxidante y
antimicrobiana presente en frutas y verduras de consumo comudn en México, la
mayoria de los estudios se han realizado con vegetales de otros paises, por lo
que es importante realizar la evaluacién del contenido de antioxidantes con las
frutas y vegetales endémicas de nuestro pais, asi como analizar las propiedades

antimicrobianas que éstos puedan contener.
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3 Justificacion

El estilo de vida actual ha generado inadecuados hébitos alimenticios,
consumiendo alimentos con baja calidad nutricional y capacidad antioxidante.
Lamentablemente en nuestra dieta se incluye comida rapida con alto contenido en
grasas, alimentos chatarra, enlatados que contienen conservadores y bebidas con
alto contenido de azdcar como los refrescos, reduciendo el consumo de alimentos
naturales. Esto ha causado graves problemas de salud en nuestra sociedad como
la desnutricién y obesidad, asi como el aumento de diversas ECNT entre las que
se encuentran las cardiovasculares y cancer (en sus diversos tipos), como las dos
primeras causas de muerte entre la poblacion a nivel mundial, generadas como
una consecuencia del estrés oxidativo, es por ello que las deficiencias
significativas de antioxidantes en la alimentacion del ser humano, representa uno
de los factores méas fuertemente relacionado con el incremento de una mayor
actividad degenerativa de células y tejidos del organismo.

Por otra parte, algunos compuestos antioxidantes también presentan actividad
antimicrobiana, que bien pueden ser aprovechados en tratamientos contra
infecciones de origen microbiano y enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo. Recientemente se ha generado un mayor interés por estudios
referentes al uso de frutas y vegetales, con la finalidad de reducir la incidencia de
enfermedades degenerativas y de origen microbiano, por el efecto protector de
sus compuestos antioxidantes. Sin embargo, no se cuenta con la informacién
suficiente sobre el contenido de compuestos antioxidantes y actividad
antimicrobiana, sobre todo con frutas y verduras endémicas de nuestro pais, tales
como aguacate, calabaza, verdolaga, guayaba, manzana, papaya, tuna verde y
purpura. Por las razones anteriormente expuestas la realizacién de la presente

investigacion, contribuird a incrementar el conocimiento sobre estos alimentos.

21



4 Objetivos

4.1 Objetivo General

Evaluar la capacidad antioxidante y efecto antimicrobiano de aguacate, calabaza,
verdolaga, guayaba, manzana, papaya, tuna verde y purpura considerando su

forma de consumo.

4.2 Objetivos Especificos

1. Realizar la preparacion de las frutas y verduras de estudio para el analisis.

2. Cuantificar el contenido de compuestos fendlicos, acido ascérbico de frutas

y verduras de estudio.

3. Determinar la actividad antioxidante (en base a los ensayos de ABTS™ y

DPPH") y actividad quelante presente en frutas y verduras de estudio.
4. Evaluar la actividad antimicrobiana de aceites de frutas y verduras de

estudio sobre cepas de Escherichia coli, Estafilococos aureus y Aspergillus

niger.

5 Hipotesis

Los extractos de frutas y verduras que presentan alto contenido de compuestos
fendlicos y una alta actividad antioxidante tendran una eficiente actividad

antimicrobiana.
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6 Metodologia

En la figura 14 se presenta el esquema general de la metodologia utilizada para la
extraccion y cuantificacidon de compuestos antioxidantes asi como los compuestos

antimicrobianos.

Seleccidn y obtencion de materia prima

Lavado
|

| |
Aguacate, calabaza Tratamiento térmico
guayaba, manzana, |

Calabazay
papaya, tuna verde y
) verdolaga
purpura

Liofilizaciobn y Homogenizaciéon a un

tamafio de particula de 0.5 mm

[
Almacenamiento a -30 °C

Extraccion
|
| |
Metanol/acetona Metanol
| |
Actividad antimicrobiana
Determinacion de: Determinacion de
« Compuestos actividad  antioxidante e Escherichia coli
fendlicos totales por: e Stafilococus
« Acido ascérbico e ABTS” aureus
e DPPH' e Aspergillus niger
e Actividad
guelante

Figura 14.- Disefio metodoldégico.
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6.1 Preparacion de las muestras de estudio

Las frutas y verduras utilizadas asi como su nombre cientifico se mencionan en la
tabla 2, las cuales fueron obtenidas en diferentes mercados de la ciudad de
Pachuca de Soto Hidalgo, a excepcion de la de la tuna verde y puarpura que

fueron donadas por el Consejo de Nopal y Tuna del municipio de Otumba, Estado

de México.

Tabla 2.- Nombre comun y cientificos de las muestras de estudio

Nombre Nombre cientifico Partes usadas Fuente

comun

Aguacate Persea americana var Pulpa Poovarodom et al.
hass 2010

Calabaza Cucurbita pepo L. Pulpa y epidermis E-journal.  UNAM,

italiana 2014

Verdolaga Portulaca oleracea Hojas y tallo Macias, 2013

Guayaba Psidium guajava var Pulpa, epidermis Rodriguez et al.,
calvillo semillas 2010

Manzana Pyrus malus var red Pulpa y epidermis Dolz, 2008
delicious

Papaya Carica papaya var Pulpa Acosta et al., 2001
maradol

Tuna verde Opuntia ficus-indica verde | Epidermis y pulpa Cruz et al., 2013

Tuna parpura | Opuntia ficus-indica Epidermis y pulpa Morales y
parpura Cervantes 2011

La calabaza y verdolaga fueron lavadas y desinfectadas, posteriormente se
sometieron a un proceso de coccién (hervido) durante 5 minutos, el cual fue
dependiendo de su forma de preparacién casera (forma habitual de consumo)
tratando de obtener una textura similar. Las frutas y verduras frescas se lavaron y
se almacenaron a 4 °C durante 24 horas para atemperarlas, transcurrido el tiempo
se obtuvo la porcibn comestible la cual se peso, se colocd en bolsas y se
almacend a -33 °C durante 24 horas.

Todas liofilizadora (LABCONCO
VWR26671-58) a -50 °C y a una presion de 0.140 mbar. Para realizar una

las muestras fueron liofiizadas en una

correcta interpretacion de los datos obtenidos de los compuestos antioxidantes y

actividad antioxidante se realiz6 una conversion utilizando un factor de correcciéon
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(F) descrito por Redonde y Villanueva (1997), donde se utilizé la siguiente

ecuacion:

__ PTMC (100-AMC)
~ PTMP (100—-AMP)

Donde:

PTMC: peso total del material crudo

AMC: contenido de agua del material crudo
PTMP: peso total del material procesado

AMP: contenido de agua del material procesado

6.2 Extraccion de compuestos Antioxidantes

Se realizé la extraccion acuoso-organica utilizando la metodologia modificada
descrita por Saura-Calixto et al. (2007), donde las muestras liofilizadas se
molieron en un mortero y se pasaron por un tamiz de 500 micras, posteriormente
se pesaron 250 mg de muestra por duplicado y se colocaron en tubos de 50 ml, a
cada una se les agregd 10 ml de una mezcla metanol/agua 50:50 (v/v) y se
agitaron durante 30 min a 50 °C a 300 rpm en una incubadora con agitacion (Lab
Tech, modelo LSI-30106). Posteriormente se retiraron los tubos y se centrifugaron
a 3,400 rpm, durante 10 min en una centrifuga (Hamilton Van Guard V6500),
transcurrido el tiempo se les retiré el sobrenadante el cual se transfirié a otro tubo.
Al residuo se le agregarén 10 ml de una mezcla acetona/agua 70:30 (v/v), y se
agitaron nuevamente durante 30 min a 50 °C a 300 rpm segun lo descrito por
Restrepo et al. (2009), de igual manera se centrifugaron y se tomo el segundo
sobrenadante, y se mezclé con el primer sobrenadante extraido, para finalmente
aforar a 25 ml con una mezcla 1:1 de las soluciones metanol/agua 50:50 (v/v) y
acetona/agua 70:30 (v/v).
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6.3 Compuestos antioxidantes

6.3.1 Contenido de compuestos fendlicos totales

El contenido de fenoles totales se determiné de acuerdo con el método descrito
por Stintzing et al. (2005), donde se utilizé el reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-
Aldrich, 2 N). Se realiz6 una curva de calibracién estandar con 0, 100, 200 y 300
mg/L de &cido galico. Para lo cual se colocé en microtubos de 1.5 ml color ambar,
100 plI de extractos, 500 pl de solucion Folin-Ciocalteu (1:10 en agua desionizada)
y 500 ul de solucion carbonato de sodio al 7.5%, las muestras se agitaron en
vortex y se mantuvieron a temperatura ambiente durante 30 min para finalmente
determinar la absorbancia a 765 nm en un lector de microplacas (Power Wave XS
[BioTek]. Software KC Junior, USA), los resultados fueron expresados como mg
equivalentes de &cido galico por 100g de muestra liofilizada (mg EAG/100 g

muestra).

6.3.2 Determinacion de acido ascorbico

El contenido de acido ascorbico en los extractos fue determinado mediante el
método descrito por Durist et al. (1997), en el cual se realizd6 una curva de
calibracion estandar a diferentes concentraciones (0,10, 20, 30, 40 y 50 mg/L de
acido ascérbico y oxalico) que al igual que a los extractos, se adiciond en
microtubos de 1.5 ml color ambar, 100 pl de cada concentracién y/o muestra, 100
pl de amortiguador y 800 ul de DCPI (2,6-diclorofenolindofenol), realizando la
lectura a 520 nm en un lector de microplacas (Power Wave XS [BioTek]. Software
KC Junior, USA), los resultados fueron expresados como mg equivalentes de

acido ascorbico por 100 g de muestra liofilizada (mg EAA/100 g muestra).
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6.4 Actividad antioxidante

6.4.1 Actividad antioxidante mediante ABTS™*

Este método se realiz6 de acuerdo con lo descrito por Kukoski et al. (2004), el
cual se determind mediante la formacion del radical ABTS**, obtenido tras la
reaccion de ABTS 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolin 6-4cido sulfénico) con
persulfato potasico (2.45 mM, concentracion final), incubados a temperatura
ambiente (£ 25 °C) y en la oscuridad durante 16 h. Una vez formado el radical
ABTS™, se diluy6 con agua desionizada hasta obtener un valor de absorbancia de
0.70 (£0.1) a 754 nm (longitud de onda de maxima absorcién). Se realizé una
curva de calibracion estandar utilizando diferentes concentraciones (0,10, 20, 30,
40 y 50 mg/L de trolox). Se tomaron 20 pl de cada concentracion y se les adicioné
980 pl de dilucion del radical ABTS™, dejando reposar durante 7 min, para
finalmente determinar la absorbancia a 754 nm, empleando un lector de
microplacas (Power Wave XS [BioTek]. Software KC Junior, USA). Los resultados
fueron expresados en mg Equivalentes de trolox por 100 g de muestra liofilizada
(mg ET/100 g muestra).

6.4.2 Actividad antirradical por el método DPPH*

La actividad antirradical se determind de acuerdo al procedimiento reportado por
Morales y Jiménez (2001), en el cual se realiz6 una curva de calibracion estandar
con 0, 50, 100, 200 y 300 mg/L de trolox, posteriormente se agregaron en
microtubos de 1.5 ml color &mbar 100 ul de extractos y 500 ul de solucion DPPH
(1,1-Difenil-2-Picrilhidracil), se agitaron en vortex y se dejaron reposar 1 hora a
temperatura ambiente, posteriormente se determind la absorbancia a 520 nm,
empleando lector de microplacas (Power Wave XS [BioTek]. Software KC Junior,
USA). Los resultados fueron expresados en pmol equivalentes de trolox por 100 g

de muestra liofilizada (umol ET/100 g muestra).
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6.4.3 Actividad quelante

La actividad quelante se determiné por el método reportado por Gulcin et al.
(2003), en el cual se colocaron en microtubos de 1.5 ml color ambar 100 pl de
extractos y 50 ul de solucion de cloruro férrico (1) tetrahidratado al 2 mM y 450 pl
de metanol, ademas de 400 ul de ferrozina 5 mM, la solucién se agité en el vortex
y se dejo reposar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se determiné la
absorbancia a 562 nm en lector de microplacas (Power Wave XS [BioTek].
Software KC Junior, USA). La actividad quelante se calculé utilizando la siguiente

ecuacion:

% Actividad quelante = ((Ao — A1) / Ao)*100

En donde:
Ao = Absorbancia de la muestra control (agua)

A1 = Absorbancia de la muestra problema

6.5 Actividad Antimicrobiana

6.5.1 Extraccion de compuestos Antimicrobianos

Para la actividad antimicrobiana se realiz0 una extraccion metandlica, diferente a
la extraccion de compuestos antioxidantes, obteniendo un aceite, el cual se utilizd
para realizar actividad antimicrobiana, dicha extraccién se realiz6 de acuerdo a la
metodologia descrita por Gulcin et al. (2003) modificada en el presente estudio,
por lo que se pes6 10 g de muestra liofilizada y se colocé en matraz Erlenmeyer
de 500 ml, después se adiciono 200 ml de metanol y se colocaron en agitacién
durante 30 min a 50 °C a 300 rpm. Posteriormente los extractos obtenidos se
filtraron sobre papel Whatman No.1, y se concentraron en un rotaevaporador
(Buchi, tipo R-200n) a 50 °C, eliminando el solvente presente en las muestras.

Finalmente los extractos se mantuvieron en congelacién a -33 °C hasta su uso.
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6.5.2 Cepas Bacterianas y medios de cultivo

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana, se utilizaron las cepas
bacterianas de Escherichia coli MC4100 derivada de la E. coli K-12 MG1655, esta
ultima es derivada de la K-12 silvestre (obtenida a partir de una muestra de
materia fecal de un paciente de difteria en Palo Alto, CA en 1922), Staphilococcus
aureus ATCC1654, donada por el Dr. Marco Antonio Becerril Flores, del Area
académica de Medicina de la UAEH, y la cepa Aspergillus niger ATCC 6275, fue
donada por el Dr. Guillermo Aguliar Osorio del Departamento de Alimentos y
Biotecnologia de la Fac. de Quimica de la UNAM. Las cuales se mantienen en la
colecciéon microbiana del laboratorio de Nutrigendmica.

Los cultivos bacterianos de Escherichia coli y Staphilococcus aureus se
sembraron sobre agar Luria-Bertani (LB), mediante la técnica de estria en placay
se incubaron por 12 horas a 37 °C en una incubadora (Felisa Mod. FE133D) para
cultivo de microorganismos (Ausubel et al., 1998).

La cepa Aspergillus niger se propag0 y conservé en tubos de medio inclinado de
papa dextrosa agar (PDA), por un periodo de 72 horas, a una temperatura de
37 °C.

6.5.3 Determinacion de actividad antimicrobiana

Una vez obtenidas las colonias aisladas de Escherichia coli MC4100 vy
Staphilococcus aureus ATCC1654, se tomdO una colonia de bacterias y se
resuspendi6 en 5 ml de medio LB, los cuales se incubaron con agitacion
constante (JELOTECH typ-51600) durante 12 horas a 37 °C y 200 rpm.
Transcurrido el tiempo se realizé una dilucion para sembrar una concentracién de
1 X 108 células, que se esparcieron con una varilla de vidrio sobre el agar en el
que posteriormente se hicieron pozos (7 mm de diametro y 4.6 mm de
profundidad) debido a que la consistencia de los extractos impidio la utilizacién de
sensidiscos (Ausubel et al., 1998).

Con lo que respecta a Aspergillus niger ATCC 6275, este microorganismo fue
propagado y conservado en tubos con medio inclinado de papa dextrosa agar
(PDA), por un periodo de 72 horas, a una temperatura de 37 °C, una vez que los

cultivos esporularon fueron raspados con el asa de siembra y cosechados
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mediante la adicion de una solucion estéril de Tween al 0.1% e inoculados a una
concentracion final de 1 x 10% esporas/ml de medio, lo cual se determiné mediante
el empleo de la camara de Neubaver y un microscopio Optico (Lomo Mod.
BMH4BF). Las esporas se esparcieron con una varilla de vidrio sobre la caja con
medio en donde posteriormente se hicieron los pozos (7 mm de didmetro y 4.6
mm de profundidad) debido a que como se menciond anteriormente, la
consistencia de los extractos impidio la utilizacion de sensidiscos (Delgado, 1993).
En los pozos se agregaron 50 pl de extractos metandlicos previamente
concentrados, para finalmente incubar las placas de bacterias por 12 horas y las
del hongo filamentosos por 72 horas, ambos a 37 °C. Para todos los
microorganismos se usé como control ampicilina, los ensayos se llevaron a cabo
por triplicado para cada uno de los extractos. La actividad antimicrobiana se

determin6é como el diametro en milimetros del halo de inhibiciéon del crecimiento.
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6.6 Analisis estadistico

Las determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron
como la media = desviacion estandar. Los resultados se obtuvieron mediante un
andlisis unidireccional de varianza (ANOVA) y las diferencias entre las medias se
determinaron utilizando el test Student-Newman-Keuls (S.N.K.) con un nivel de
significancia de p < 0.05. Se utilizo el paquete estadistico SPSS version 15.0 para

Windows.
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7 Resultados y discusién

Los resultados correspondientes a la capacidad antioxidante de las frutas y
verduras, dependeran de diferentes condicionantes, como su region geografica, la
parte usada del alimento (epidermis, hojas, tallo, semillas, etc.), asi como su
estado (natural o procesado). Los siguientes resultados obtenidos en éste estudio
son presentados en los graficos 11-14 considerando la base seca (bs) de las
muestras, ademas se realizO su conversién a base humeda con el objeto de
realizar una comparaciéon con lo reportado en la bibliografia, como se presentan

en las tablas 3-6.

7.1 Contenido de compuestos fendlicos totales (CFT)

Se realizd la determinacion del CFT, lo cual mostréO una variacion entre las
diferentes frutas y verduras como se puede observar en la figura 15, asi como su
comparaciéon con otros estudios en la tabla 3, pudiendo resaltar que la guayaba
presentd el mayor contenido de estos compuestos con 3,323 mg EAG/100 g bs
(631.43 mg EAG/100 g bh), comparado con Rojas y Narvaez (2009) se encontro
que su contenido de CFT fue similar, a diferencia de lo reportado por Thaipong et
al. (2006) donde indican un valor inferior (Tabla 3).

La verdolaga también destac6 por su contenido de compuestos fendlicos, con un
valor de 2,416 EAG/100 g bs (362.5 mg EAG/100 g bh), valor superior a lo
reportado por Macias (2013). Mientras que el aguacate fue el fruto que mostro el
menor contenido de compuestos fendlicos con 76 mg EAG/100 g bs (21.11 mg
EAG/100 g bh), valor inferior a lo reportado por Morillas y Delgado (2012).
Finalmente la calabaza es un vegetal que se consume cocido, lo cual genera que
ocurran una serie de cambios en sus caracteristicas fisicas y quimicas, Turkmen
et al. (2005), mencionan que con la coccion de los alimentos se disminuye el
contenido de compuestos fendlicos totales, lo cual se puede observar en el
presente trabajo donde la calabaza cruda present6 un valor de 1,080 mg EAG/100

g bs (72.15 mg EAG/100 g bh), mientras que la calabaza cocida mostré una
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evidente disminucion de compuestos fendlicos totales por el efecto de la coccién,
arrojando como resultado 226.67 mg EAG/100 g bs (18.13 mg EAG/100 g bh).
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Figura 15.- Contenido de compuestos fendlicos totales en frutas y verduras de consumo
comun (mg EAG/100 g bs). Valores representados como el promedio + DE. Diferentes

superindices indican diferencias significativas (p<0.05)
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Tabla 3.- Comparacién de los valores obtenidos de compuestos fendlicos totales con otros estudios publicados

Frutas y verduras

Presente estudio

Valores publicados

Referencias

Aguacate

Calabaza cruda

Calabaza cocida

Guayaba

Manzana

Papaya

Tuna verde

Tuna purpura

Verdolaga

76.66 mg EAG/100 g bs
21.11 mg EAG/100 g bh)
1,080 mg EAG/100 g bs
72.15 mg EAG/100 g bh
226.67 mg EAG/100 g bs
18.13 mg EAG/100 g bh
3,323 mg EAG/100 g bs
631.43 mg EAG/100 g bh
1,240 mg EAG/100 g bs
198.4 mg EAG/100 g bh

333.33 mg EAG/100 g bs

30.26 mg EAG/100 g bh

1,283 mg EAG/100 g bs
192.5 mg EAG/100 g bh
1,236 mg EAG/100 g bs
185.5 mg EAG/100 g bh
2,416 EAG/100 g bs

362.5 mg EAG/100 g bh

NR

59.79 mg EAG/100 g bh.

NR

833.0 + 37.79 mg EAG/100 g bh
497.3 +9.72 mg EAG/100 g bs
NR

2,329 a 3,577 mg EAG/100 g bs
344.9 mg EAG/100 g bh

1,190 mg EAG/100 g bs

73.96 mg EAG/100 g bh

NR

47.13 mg EAG/100 g bh

97.71 mg EAG/100 g bh

294 mg EAG/100 g bs

NR

NR

164.6 a 218.8 mg EAG/100 g bh
1,477 EAG/100 g bs

89.2 mg EAG/100 g bh

Morillas y Delgado (2012)

Turkmen et al. (2005)

Turkmen et al. (2005)

Rojas y Narvaez (2009)
Thaipong et al. (2006)
Mufios y Ramos et al. (2007)
Fu et al. (2011)

Fu et al. (2011)
Morillas y Delgado (2012)
Ramirez et al. (2011)

Fernandez et al. (2010)

Macias (2013)

NR. No Reportado
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7.2 Concentracion de acido ascorbico

La evaluacion del contenido de acido ascorbico tanto de frutas y verduras, (Figura
16, Tabla 4) mostré que fue estadisticamente muy similar (p<0.05), a excepcion
de la verdolaga, el aguacate y la guayaba, esta Ultima presenté el valor mas alto
con 2,508.77 mg EAA/100g bs (102.63 mg EAA/100g bh), comparado con lo
obtenido por Ordoéfiez y Vazquez (2012), donde su valor es cercano, mientras que
Thaipong et al. (2006) reporta valores superiores (Tabla 4). Finalmente las
muestras que obtuvieron el menor contenido de &cido ascérbico y que
estadisticamente se comportaron igual (p<0.05) fueron la verdolaga y el aguacate,
que presentaron 377.19 mg EAA/100g bs (37.72 mg EAA/100g en bh) y 333.33
mg EAA/100g bs (91.8 mg EAA/100g bh) respectivamente, Macias (2013) indico
para la verdolaga un valor aproximado al obtenido en el presente estudio. El
contenido de &cido ascorbico en la calabaza tuvo un incremento estadisticamente
significativo (p<0.05), ya que mientras la calabaza cruda mostr6 640.35 mg
EAA/100g bs la calabaza cocida, present6 701.75 mg EAA/100g bs.
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Figura 16.- Contenido de Acido ascérbico en frutas y verduras de consumo comdn (mg
EAA/100 g bs). Valores representados como el promedio +DE. Diferentes superindices

indican diferencias significativas (p<0.05).
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Tabla 4.- Comparacién de los valores obtenidos de acido ascorbico con otros estudios publicados

Frutas y verduras

Presente estudio

Valores publicados

Referencias

Aguacate

Calabaza cruda

Calabaza cocida

Guayaba

Manzana

Papaya

Tuna verde

Tuna purpura

Verdolaga

333.33 mg EAA/100 g bs
91.8 mg EAA/100 g bh
640.35 mg EAA/100 g bs

42.78 mg EAA/100 g bh
701.75 mg EAA/100 g bs

56.14 mg EAA/100 g bh
2,508 mg EAA/100 g bs

102.63 mg EAA/100 g bh

684.21 mg EAA/100 g bs
109.47 mg EAA/100 g bh
745.61 mg EAA/100 g bs
67.70 mg EAA/100 g bh

780.70 mg EAA/100 g bs
102.63 mg EAA/100 g bh
684.21 mg EAA/100 g bs

102.63 mg EAA/100g bh

377.19 mg EAA/100 g bs
37.72 mg EAA/100 g en bh

NR
59.79 mg EAG/100 g bh.
NR

12 a 15 mg EAA/100 g bh
172 a 292 mg EAA/100 g bs

NR

NR

164.25 mg EAA/100 g bh.
378.6 mg EAA/100 g bh.
NR

<5 mg EAA/100 g bh

NR

71.3 a 89.6 mg EAA/100 g bh

NR
45.8 mg EAA/100 g bh.
NR

12.1 mg EAA/100 g bh

14.5 a 23.3. mg EAA/100 g bh

305.88 mg EAA/100 g bs
NR

Morillas y Delgado (2012)

Szeto, et al. (2002) Reportado para
cebolla, coliflor y tomate*

Macias (2013) Reportado para
huauzontle y romeritos cocidos*

Ordoiez y Vazquez (2012)
Thaipong et al. (2006)
Szeto et al. (2002

Acosta et al, (2001)

Kuti (2004)

Kuti, (2004)
Fernandez et al. (2010)
Macias (2013)

*Se compar6 con otras verduras, debido a que no hay reportes con la verdura utilizada en el presente estudio.

NR. No reportado
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7.3 Actividad antioxidante por método ABTS™

Los resultados obtenidos se pueden observar en la figura 17 y su comparacion
con otros estudios en la tabla 5, donde se indica que el aguacate presentd el
contenido mas alto de actividad antioxidante con 21,666.67 pmol ET/100g bs
(5,967 umol ET/100g bh), comparado con lo reportado por Pellegrini et al. (2003)
quienes indican un valor inferior. La guayaba mostré 17,500 umol ET/100g bs
(3,325 pmol ET/100g bh), valor inferior a lo reportado por Restrepo et al. (2009), a
diferencia de Rojas y Narvaez (2009) quienes al trabajar con diversas variedades
de guayaba reportan una actividad antioxidante variable y en donde los valores
del presente trabajo se encuentran dentro de su rango.

La papaya fue la muestra que tuvo la menor actividad antioxidante con 5,388.89
pmol ET/100g bs (489.31 umol ET/100g bh), a diferencia de lo reportado por Fu et
al. (2011) donde obtuvieron valores inferiores. Al igual que en las pruebas
anteriores se puede observar cambios significativos por el efecto de la coccién, en
el caso de la actividad antioxidante la calabaza cruda presentd una actividad de
12,888.89 umol ET/100g bs (860.98 umol ET/100g bh), mientras que la calabaza
cocida tuvo 6,861.11 pmol ET/100g bs (1,106.67 pmol ET/100g bh) resultados
superiores segun lo reportado por Triantis et al. (2005) para otros vegetales
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Figura 17.- Actividad antioxidante por método ABTS™ en frutas y verduras de consumo
comun (umol ET/100 g bs). Valores representados como el promedio +DE. Diferentes

superindices indican diferencias significativas (p<0.05).
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Tabla 5.- Comparacion de los valores obtenidos de actividad antioxidante por método ABTS™ con otros estudios publicados

Frutas y verduras

Presente estudio

Valores publicados

eferencias

Aguacate

Calabaza cruda

Calabaza cocida

Guayaba

Manzana

Papaya

Tuna verde

Tuna pUrpura

Verdolaga

21,666 umol ET/100 g bs

5,967 umol ET/100 g bh
12,888 umol ET/100 g bs

860.98 pmol ET/100 g bh
6,861 umol ET/100 g bs
1,106 pmol ET/100 g bh

17,500 pmol ET/100 g bs
3,325 umol ET/100 g bh
6,888 umol ET/100 g bs
1,102 pmol ET/100 g bh
5,388 umol ET/100 g bs
489.31 umol ET/100 g bh
14,666 umol ET/100 g bs
2,200 pmol ET/100 g bh
19,916 pmol ET/100 g bs
2,987 pumol ET/100 g bh
6,861umol ET/100 g bs

686.11 pmol ET/100 g bh

NR

0.22 pmol ET/100 g bh.
NR

648 umol ET/100g bh

NR
532 pmol ET/100g bh

16,600 a 84,600 pumol ET/100 g bs.

11,800 pmol ET/100 g bh
NR

462 pmol ET/100 g bh.
NR

292 pmol ET/100 g bh.
1,066 umol ET/100 g bs
NR

890 umol ET/100 g bs
NR

NR

107.2 umol ET/100 g bh.

Pellegrini et al. (2003)

Triantis et al. (2005) Reportado para
cebolla *

Triantis et al. (2005) Reportado para
brocoli *
Rojas y Narvaez (2009)

Restrepo et al. (2009)

Fu L. et al. (2011)

Fu et al. (2011)
Ramirez et al. (2011)

Ramirez et al. (2011)

Macias (2013)

*Se compar6 con otras verduras, debido a que no hay reportes con la verdura utilizada en el presente estudio.

NR: No Reportado

38



7.4 Actividad antioxidante por método DPPH*

La actividad antioxidante vista como DPPH?* presente en los alimentos varia de un
alimento a otro, lo cual se puede observar en la Figura 18, donde la guayaba
mostrd la mayor actividad antioxidante con un valor de 27,804.16 uymol ET/100 g
bs (5,294.66 umol ET/100 g bh), valor superior a lo reportado por Rojas y Narvaez
(2009) en diferentes variedades de guayaba (Tabla 6).

La papaya y el aguacate se comportaron estadisticamente similares (p<0.05)
presentando un valor de 3,147.92 uymol ET/100 g bs (285.83 umol ET/100 g bh) y
2,950 ymol ET/100 g bs (812.43 ymol ET/100 g bh) respectivamente. Finalmente
la menor actividad fue para la calabaza tanto cocida como cruda que presentaron
575y 867 umol ET/100 g bs y 46 y 57.89 umol ET/100 g bh respectivamente,
valores bajos si los comparamos con otros vegetales reportados por Triantis et al.,
(2005), pudiendo resaltar que estadisticamente no existe una diferencia
significativa (p<0.05) entre la calabaza cruda y la sometida a coccion lo que
significa que ésta no causé dafios a los compuestos antioxidantes determinados
por el ensayo de DPPH®*, resultado similar a lo reportado por Turkmen et al.
(2005), quienes indican que tanto en la calabaza, como en los chicharos y puerros
no se observé una diferencia en su contenido de actividad antioxidante, al

someterlos a diferentes tipos de coccion.
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Figura 18.- Actividad antioxidante por método DPPH" en frutas y verduras de consumo
comun (umol ET/100 g bs). Valores representados como el promedio +DE. Diferentes

superindices indican diferencias significativas (p<0.05).
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Tabla 6.- Comparacién de los valores obtenidos de actividad antioxidante por método DPPH" con otros estudios publicados

Frutas y Verduras

Presente estudio

Valores publicados

Referencias

Aguacate

Calabaza cocida

Calabaza cruda

Guayaba

Manzana

Papaya

Tuna verde

Tuna pUrpura

Verdolaga

2,950 pmol ET/100 g bs
812.43 ymol ET/100 g bh
575 pmol ET/100 g bs
46 ymol ET/100 g bh
867 ymol ET/100 g bs
57.89 ymol ET/100 g bh
27,804 uymol ET/100 g bs
5,294 pmol ET/100 g bh
9,179 pmol ET/100 g bs
1,468 pmol ET/100 g bh
3,147 pymol ET/100 g bs
285.83 ymol ET/100 g bh

1,231 ymol ET/100 g bs
184.68 pmol ET/100 g bh
3,377 umol ET/100 g bs
506.56 pymol ET/100 g bh

10,075 pymol ET/100 g bs
1,007 ymol ET/100 g bh

612 ymol ET/100 g bs
NR

200 pmol ET/100 g bh
100 ymol ET/100 g bh
600 pmol ET/100 g bh

13,100 a 22,100 ymol ET/100 g bs
NR

NR

1,400 umol ET/100 g bh

NR

300 a 320 ymol ET/100 g bh

NR

60 ymol ET/100 g bh

NR

450 ymol ET/100 g bh
590 pmol ET/100 g bh
875.31 ymol ET/100 g bs
NR

Poovarodom et al. (2010)

Triantis et al. (2005) Reportado para

zanahoria, pepino y brécoli *

Rojas y Narvaez (2009)

Triantis, et al. (2005)

Rodriguez et al. (2010) Reportado para

papayuela *
Kuskoski et al. (2005) Reportado para pifia*
Kuskoski et al. (2005) Reportado para

guanabana y mora*

Macias, (2013)

*Se compar6 con otras verduras, debido a que no hay reportes con la verdura utilizada en el presente estudio.

NR: No Reportado
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7.5 Actividad quelante

Los productos obtenidos en las pruebas de actividad quelante presentaron
resultados negativos, lo que puede significar que los antioxidantes contenidos en
las frutas y verduras estudiadas o los extractos obtenidos no mostraron este
mecanismo de accion. A diferencia de lo reportado por Sumaya et al. (2011)
quienes indican que diferentes variedades de tuna nacional, si manifiestan
actividad quelante, de igual forma Cruz et al. (2013) y Zafra et al. (2013) reportan
que los jugos de tuna verde y tuna puarpura que utilizaron exhibieron una actividad

quelante de 54,2 % y 69.1 + 1.0% respectivamente.
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7.6 Actividad antimicrobiana

La contaminacién microbiana de los alimentos no sélo da lugar al deterioro de
éstos, sino también a la reduccion de su vida util, lo que conduce al aumento de la
incidencia de enfermedades por el crecimiento de microorganismos en productos
alimenticios, provocando enfermedades como trastornos intestinales, vomitos y
diarrea, junto con las implicaciones sociales y las pérdidas econdmicas
resultantes, lo que implica un esfuerzo constante para producir alimentos mas
seguros. (Ye et al., 2013; Bajpi et al., 2008).

La actividad antimicrobiana de hierbas y plantas es generalmente atribuida a los
compuestos fenodlicos presentes en sus extractos o aceites esenciales, que
poseen componentes bioldgicamente activos y que tienen una influencia positiva
sobre la salud (Rodriguez, 2011). En este caso no todos los aceites de las frutas y
verduras de estudio mostraron actividad antimicrobiana, pudiendo resaltar que
ninguno de los aceites de las verduras utilizadas en el presente estudio presento
dicha actividad a diferencia de algunos aceites de las frutas las cuales solamente
generaron inhibicién frente a Escherichia coli, como la papaya, la cual produjo un
halo de inhibicion de 15.66 + 0.57 mm, la tuna verde con 25.00 = 0.0 mm y
finalmente la tuna purpura presenté 23.00 = 0.0 mm, (Tabla 7), al compararlo con
otros trabajos como Hayek e Ibrahim (2012), donde reportan que extractos de
xoconostle tuvieron un halo de inhibicion frente a una cepa de E.coli de 1.40 + 0.3
mm utilizando 200 ul de muestras, valor inferior a lo obtenido, ya que las frutas y
verduras de estudio presentaron una mayor zona de inhibicién.

Para la cepa de Staphilococcus aureus s6lo se pudo observar un halo de
inhibicion con los aceites de manzana de 12.34 + 0.57 mm, 13.00 + 0.0 mm y para
los aceites de papaya y guayaba con 18.34 + 0.57mm, al comparar los resultados
con lo reportado por Gulcin et al. (2003) para el anis, que presentd un halo de
inhibicion de 9 mm valor inferior a lo encontrado. Lo anterior puede explicarse,
debido a que las muestras utilizadas en este estudio fueron concentrados
(liofilizados) de las frutas y verduras en fresco.

Finalmente para la cepa de Aspergillus niger, ninguna de las pruebas de estudio
mostré este mecanismo de inhibicién, resultado similar a lo encontrado por Ruiz y

Roque (2007) quienes utilizaron extractos metanolicos de las plantas Cassia
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reticulata, llex guayusa Loes y Piper lineatum, también sobre una cepa de

Aspergillus niger.

Es importante mencionar, que si bien existen evidencias cientificas de la actividad

antimicrobiana sobre frutas y verduras, éstos estudios se han realizado en

distintas partes de estos vegetales, utilizando hojas, cascaras o semillas lo que

impide que se pueda comparar con el presente estudio, donde se utilizé la parte

comestible del fruto o verdura.

Tabla 7.- Actividad antimicrobiana

Extracto Microorganismo Diametro del halo de Diametro del
inhibicion (mm) halo de
inhibicién
Ampicilina 10ug
(mm)

E. coli ND 17
Aguacate S. aureus ND 19
A. niger ND ND
E. coli ND 17
Calabaza S. aureus ND 19
cocida A. niger ND ND
E. coli ND 17
Calabaza S. aureus ND 19
cruda A. niger ND ND
E. coli ND 17
Guayaba S. aureus 18.34 £ 0.57 19
A. niger ND ND
E. coli ND 17
Manzana S. aureus 12.34 + 0.57 19
A. niger ND ND
E. coli 15.66 £ 0.57 17
Papaya S. aureus 13.00+0.0.0 19
A. niger ND ND
E. coli 25.00 + 0.00 17
Tunaverde S. aureus ND 19
A. niger ND ND
E. coli 23.0 +0.00 17
Tuna purpura S, aureus ND 19
A. niger ND ND
Verdolaga E. coli ND 17
S. aureus ND 19
A. niger ND ND

ND, No detectada
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8 Conclusiones

La guayaba destaco entre las frutas y vegetales analizados, pues presenté
un alto contenido de compuestos fenodlicos totales, acido ascorbico, y mayor
actividad antioxidante por el método de DPPH?".

La tuna verde mostré un alto contenido de compuestos fendlicos totales y
acido ascoérbico. La manzana y la verdolaga presentaron alta actividad
antioxidante unicamente por el método de DPPH?", la verdolaga también presento
un elevado contenido de compuestos fendlicos. El aguacate y la tuna purpura
mostraron alta actividad antioxidante Unicamente por el método ABTS**.

Los compuestos antioxidantes contenidos en la calabaza y determinados
por el método de DPPH*® muestran una mayor resistencia al tratamiento térmico, a
diferencia de los compuestos fendlicos, acido ascorbico y actividad antioxidante
determinada por ABTS™.

Las frutas y verduras analizadas en el presente estudio no revelaron
actividad quelante.

Las verduras analizadas no reportaron actividad antimicrobiana mientras
que las frutas analizadas presentaron baja actividad antibacteriana y nula
actividad antifungica.

Los aceites de la papaya, tuna verde y tuna parpura mostraron actividad
antimicrobiana especificamente para Escherichia coli, mientras que la guayaba
manzana y papaya revelaron esta actividad frente a Staphilococcus aureus.

La tuna purpura presentd mayor actividad antimicrobiana que la tuna verde.
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